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В статье приведены общие принципы проведения научно обоснованных исследований по оценке качества разработан-
ного препарата рекомбинантного гранулоцитарного-колониестимулирующего фактора (рчГ-КСФ) и доказательства его 
подобия референтному (ранее зарегистрированному оригинальному препарату). Поскольку качество биотехнологиче-
ских препаратов определяется процессом производства, при разработке биоаналогового (биоподобного) препарата 
основное внимание должно быть уделено вопросам процесса производства, начиная от подбора системы экспрессии, 
состава вспомогательных веществ препарата, методов выделения и очистки рекомбинантного белка. Рекомбинантный 
белок должен быть охарактеризован по показателям, спектр которых должен быть шире, чем оцениваемые показатели 
качества оригинального препарата, включенные в спецификацию субстанции или лекарственного препарата. Сравни-
тельные исследования включают характеристику действующего вещества и оценку качества готового лекарственного 
препарата. Препаратом сравнения при разработке биоаналогового (биоподобного) препарата рчГ-КСФ (филграстим), 
как правило, является Нейпоген®. В ряде аналитических методик используют стандартный образец ВОЗ – Международ-
ный стандарт рчГ-КСФ NIBSC (код 09/136). Сравнительные исследования включают оценку состава; физико-химических 
свойств; первичной структуры и конформации белка; чистоты; качественного и количественного содержания родствен-
ных соединений и посторонних примесей, связанных с процессом; биологической активности. Действующее вещество 
(рекомбинантный белок), присутствующее в биоаналоговом (биоподобном) препарате, должно иметь высокую степень 
подобия действующему веществу референтного (оригинального) препарата. При выявлении значительных различий в 
показателях качества разработанного препарата, которые могут оказать воздействие на показатели его безопасности и 
(или) эффективности, препарат не может рассматриваться как биоаналоговый (биоподобный). Проведение исследова-
ний по оценке качества является первым этапом изучения препарата, результаты которого определяют необходимость 
проведения, объем и вид дальнейших доклинических и (или) клинических исследований. Положения, изложенные в ста-
тье, базируются на опыте оценки качества препаратов филграстима, одобренных СНМР в странах Евросоюза как биоа-
налоговые (биоподобные) – «biosimilars», «biosimilar medical products».
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The article describes general principles of evidence-based quality assessment research of a recombinant granulocyte colony 
stimulating factor preparation (G-CSF) under development as well as a confirmation of its similarity to reference preparation 
(authorized original preparation). Since the quality of biotech preparations is determined by the manufacturing process, when 
developing a biosimilar one should focus on the manufacturing process details, starting from the selection of the expression 
system, the composition of excipients, on to the methods of isolation and purification of recombinant protein. Recombinant 
protein should be characterized in more details, than the quality parameters of the original preparation, included in the 
specification of the substance or the preparation. Comparative studies include characterization of the active substance and 
the assessment of the quality of the finished product. The reference preparation in the development of a biosimilar G-CSF 
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1. гранулоцитарный колониестимулирующий фактор 
(структурные и функциональные особенности)
Цитокины относят к наиболее важной в функциональном 
отношении группе гуморальных факторов системы иммуни-
тета, обеспечивающих механизмы реализации врожденно-
го и приобретенного иммунитета, а также играющих суще-
ственную роль в процессах кроветворения, тканевом гоме-
остазе и межсистемном взаимодействии за счет переда-
чи сигналов. Цитокины – это белки и полипептиды, которые 
продуцируются, главным образом, активированными клет-
ками кроветворной и иммунной систем, обеспечивая меж-
клеточные взаимодействия, развитие воспаления, прояв-
ления функций иммунной системы и процессов эмбрио-
генеза. Существует несколько классификаций цитокинов, 
основанных на разных принципах. Четкая структурная клас-
сификация цитокинов отсутствует. К цитокинам относят ин-
терфероны, интерлейкины, хемокины, факторы некроза 
опухоли, колониестимулирующие факторы, факторы роста. 
Цитокины действуют по эстафетному принципу – воздей-
ствие цитокина на клетку через соответствующие рецепто-
ры вызывает образование других цитокинов, формируя так 
называемый «цитокиновый каскад» [1–5].
Колониестимулирующие факторы (КСФ) – относят-
ся к одной из подгрупп цитокинов, поддерживающих фор-
мирование клеток миелоидного и моноцитарного ряда, 
среди них выделяют гранулоцитарный-КСФ (Г-КСФ), 
макрофагальный-КСФ (М-КСФ) и гранулоцитарно-
макрофагальный КСФ (ГМ-КСФ). В эту группу цитоки-
нов могут быть отнесены также некоторые из интерлейки-
нов (ИЛ) – ИЛ-3, ИЛ-7 и ИЛ-11, проявляющих аналогичное 
биологическое действие. Данное положение свидетель-
ствует об относительной условности классификации бел-
ков цитокинов. КСФ регулируют деление, дифференциров-
ку костно-мозговых стволовых клеток и предшественников 
клеток крови. Кроме того, они могут стимулировать диффе-
ренцировку и функциональную активность некоторых кле-
ток, локализующихся вне костного мозга. Все КСФ образу-
ются клетками стромы костного мозга и некоторых других 
тканей, макрофагами, активированными Т-лимфоцитами и 
др. [1, 6, 7]. 
Биологические эффекты КСФ были изучены в 70-е годы 
ХХ века, однако более подробная характеристика белков 
КСФ на молекулярном уровне дана в 1990-е годы, когда 
стало возможным клонирование генов указанных ростовых 
факторов. 
М-КСФ вырабатывается моноцитами, в меньшей степе-
ни эндотелиальными клетками и фибробластами, активи-
рует пролиферацию предшественников макрофагов в кост-
ном мозге.
ГМ-КСФ продуцируется макрофагами и Т-лимфоцитами, 
а также фибробластами и эндотелиоцитами, стимулиру-
ет деление и дифференцировку предшественников грану-
лоцитов и макрофагов, активирует функцию макрофагов и 
гранулоцитов, пролиферацию Т-клеток, участвует в стиму-
ляции и дифференцировке кроветворных предшественни-
ков в антигенпрезентирующие дендритные клетки [1, 3, 5].
Эндогенный Г-КСФ человека является кислым глико-
протеином, состоящим из одной полипептидной цепи 
из 174 аминокислот, его молекулярная масса составля-
ет 19,6 кДа. Молекула Г-КСФ содержит свободную суль-
фгидрильную группу цистеина (в положении Cys17) и две 
внутримолекулярные дисульфидные связи в положениях 
Cys36–Cys42 и Cys64–Cys74. 
Эндогенный Г-КСФ человека не содержит сайтов 
N-гликолизирования, в отличие от эритропоэтина (ЭПО), 
который имеет сайты N- О-гликозилирования (рис. 1). Един-
ственная О-гликозильная группа у эндогенного Г-КСФ при-
соединена к остатку треонина (Thr133) [8]. Углеводный оста-
ток на Thr133 составляет около 4% от общей молекулярной 
массы гликопротеина Г-КСФ, в то время как у ЭПО – до 40%. 
Результатами исследования методом сайт-
специфического мутагенеза показано, что свободный Cys 
не влияет на специфическую активность белка, в то же вре-
мя модификация цистеинов, участвующих в формировании 
дисульфидных связей, приводит к снижению специфиче-
ской биологической активности белка и нарушению вторич-
ной и третичной структур молекулы Г-КСФ. 
Г-КСФ в основном продуцируется моноцитами-
макрофагами, а также фибробластами, эндотелиальными 
клетками и клетками стромы костного мозга, влияет на гра-
нулоцитарный росток кроветворения, стимулирует деление 
и дифференцировку стволовых клеток, регулирует образо-
вание функционально активных нейтрофилов и их выход в 
кровь из костного мозга. Г-КСФ также способен несколько 
усиливать активность нейтрофилов и эозинофилов.
Как правило, в плазме крови присутствует около 10 пкг/мл 
эндогенного Г-КСФ, в некоторых случаях (инфекционные 
процессы, апластическая анемия, нейтропения и др.) его 
концентрация может быть выше – до 100 пкг/мл. Присут-
ствие в плазме определенного уровня Г-КСФ объясняется 
его сигнальной функцией для поддержания в циркуляции 
стационарного уровня нейтрофилов.
Синтез Г-КСФ кодируется геном, локализованным на 
17-й хромосоме. Г-КСФ человека синтезируется в двух 
изоформах. Белок типа А состоит из 177 аминокислотных 
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6остатков, белок типа В представляет собой основную фор-
му и состоит из 174 аминокислотных остатков. Изоформа 
типа А отличается от изоформы B тем, что она содержит 
три дополнительных остатка (Val-Ser-Gln), которые встав-
лены после Leu35. Белок типа В характеризуется большей 
биологической активностью и стабильностью и является 
основой для разработки лекарственных препаратов фил-
грастима, в том числе, препарата Нейпоген®. Первичные 
структуры Г-КСФ человека и мыши гомологичны на 72,6%. 
В клинической практике используются препараты Г-КСФ, 
полученные с помощью технологии рекомбинантной ДНК в 
системе клеток Escherichia coli (филграстим), или в системе 
клеток яичников китайских хомячков (СНО) (ленограстим). 
Филграстим (рекомбинантный Г-КСФ человека, рчГ-
КСФ) представляет собой белок, состоящий из 175 амино-
кислот, молекулярная масса 18,8 кДа. Аминокислотная по-
следовательность филграстима идентична эндогенному 
Г-КСФ человека, за исключением того, что рекомбинант-
ный белок не гликозилированный. Он содержит дополни-
тельный остаток метионина на N-конце, который отсутству-
ет у эндогенного Г-КСФ, и который стабилизирует третич-
ную структуру белка в бактериальной экспрессирующей 
системе. Филграстим не имеет О-связанного углеводного 
остатка, но содержит 5 остатков цистеина, как у эндоген-
ного Г-КСФ, которые образуют 2 дисульфидных мостика, 
оставляя 1 свободный остаток цистеина (рис. 2).
Ленограстим (рчГ-КСФ) в большей степени идентичен 
природному Г-КСФ, по сравнению с филграстимом, по-
скольку в структуру его молекулы внедрены углеводные 
цепи, сходные с таковыми молекулы эндогенного Г-КСФ. 
Значимость указанной модификации при клиническом 
использовании препаратов не установлена. Результаты 
сравнительных исследований биологических и физико-
химических свойств интактного и гликозилированного рчГ-
КСФ (филграстима и ленограстима) в различных экспери-
ментальных условиях свидетельствуют о том, что углевод-
ная цепочка не влияет на их биологические функции и свя-
зывание со специфическим рецептором [9]. В ряде иссле-
дований показано, что углеводный остаток существенно 
повышает физико-химическую стабильность молекулы рчГ-
КСФ, защищая цистеин-17-сульфгидрильную группу и пре-
дотвращая полимеризацию и/или конформационные изме-
нения белка [10–13]. Молекулярный механизм стабилизи-
рующего эффекта гликозилирования, по-видимому, состо-
ит в том, что углеводный остаток уменьшает подвижность в 
молекуле белка в районе сайта гликолизирования [14].
По мнению ряда исследователей [15] клиренс гликозили-
рованного Г-КСФ при длительном применении увеличивает-
ся. Результаты исследований активности гликозилированно-
го препарата, оцениваемой в тестах in vitro, позволили пред-
положить, что она на 25% выше, чем у филграстима. Однако 
авторы заключают, что это является результатом снижения 
периода его полураспада в культуральной среде [9–11, 16]. 
Безопасность и эффективность обоих препаратов была про-
демонстрирована в многочисленных исследованиях [17–20]. 
Проведенные клинические исследования свидетельству-
ют об идентичности клинической эффективности указанных 
препаратов филграстима и ленограстима [21–23].
Г-КСФ человека проявляет свою активность за счет свя-
зывания со специфическим трансмембранным рецептором, 
состоящим из двух цепей – α и β, экспрессированным на раз-
личных гемопоэтических клетках, включая стволовые клетки, 
предшественники мультипотентных клеток, предшественни-
ки миелоидных клеток, нейтрофилов и моноцитов. Этот ре-
цептор образует гомо-олигомерные комплексы для связыва-
ния лиганда. Выделяют семь мембрано-ассоциированных и 
одну растворимую изоформу рецептора Г-КСФ. Мембрано-
ассоциированные изоформы формируются за счет альтер-
нативного сплайсинга РНК, ведущего к различиям в после-
довательностях цитоплазматического участка рецептора, 
при этом внеклеточные лиганд-связывающие домены всех 
изоформ идентичны [24].
Г-КСФ ЭритропоэтинГормон  роста
Без гликозилирования 1 0-гликозилирование 1 0-гликозилирование
3 N-гликозилирования
рис. 1. схема строения эндогенных белков.
рис. 2. схема строения филграстима.
рис. 3. активация сигнального пути при взаимодействии г-ксф 
с соответствующим рецептором.
рис. 4. пути передачи информации от внеклеточных сигналов 
к промоторам генов-мишеней в ядре клетки.
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Трансмембранный рецептор используется для переда-
чи информации внутрь клетки по сигнальному пути, ключе-
вой молекулой которого является Янус киназа (Jak), кото-
рая ассоциирована с обеими цепями рецептора. При свя-
зывании Г-КСФ с рецептором, последний димеризует-
ся, Jak активируется и фосфорилирует специфические ти-
розиновые аминокислотные остатки в составе рецептора, 
что дает возможность присоединиться к ним сигнальному 
белку-трансдуктору и активатору транскрипции (STAT). Jak/
STAT система передает информацию от внеклеточных поли-
пептидных сигналов, через трансмембранные рецепторы, 
непосредственно к промоторам генов-мишеней в ядре без 
участия вторичных мессенджеров. Механизмы реализации 
биологических функций Г-КСФ за счет специфического вза-
имодействия с соответствующим рецептором представле-
ны на рисунках 3, 4. Jak/STAT – опосредованный путь пере-
дачи сигналов является основным, но не единственным, по-
скольку с рецептором связаны не только Jak-киназы, но и 
киназы, относящиеся к другим семействам. При их актива-
ции запускаются дополнительные сигнальные пути, приво-
дящие к активации других транскрипционных факторов.
Эффекты Г-КСФ (рекомбинантного и эндогенного) опо-
средованы его взаимодействием с рецептором одного 
класса аффинности. При этом одни и те же механизмы дей-
ствия лежат в основе проявления биологической активно-
сти при мобилизации зрелых нейтрофилов и выхода их в 
кровяное русло и при ускорении гранулопоэза. 
Биологическое действие Г-КСФ: 
- регулирует пролиферацию и дифференцировку клеток-
предшественников в костном мозге и высвобождение зре-
лых нейтрофилов в периферической крови; 
- является регулятором гранулопоэза, действуя на раз-
ных стадиях развития миелоидной клетки; 
- повышает эффекторные функции нормальных зрелых 
нейтрофилов, в том числе хемотаксис, фагоцитирующую 
активность, процессы окислительного метаболизма; 
- стимулирует продукцию интерферона альфа, увеличи-
вает способность нейтрофилов к антителозависимому ли-
зису опухолевых клеток. 
2. лекарственные препараты филграстима
В клинической практике с 1990-х годов успешно при-
меняются оригинальные препараты рекомбинантно-
го Г-КСФ – негликозилированный рчГ-КСФ – филграстим 
(Нейпоген®, «Ф. Хоффман-Ля Рош Лтд.», Швейцария) и 
гликозилированный рчГ-КСФ – ленограстим (Граноцит®, 
«Авентис фарма», Франция). 
Лекарственный препарат на основе филграстима вне-
дрен в клиническую практику в США с 1991 г. Препарат ле-
нограстима зарегистрирован в Европе и Японии в 1993 г. 
Наиболее широко в клинической практике используются 
препараты филграстима [25–28]. 
Препарат Нейпоген® (филграстим) раствор для подкож-
ного введения (производство компании «Ф. Хоффманн-Ля 
Рош Лтд.» («F. Hoffmann-La Roche Ltd.»), Базель, Швейцария 
(Basel, Switzerland) зарегистрирован в России в 1999 г. 
В таблицах 1, 2 приведен перечень зарегистрированных в 
РФ препаратов филграстима отечественного и зарубежного 
производства. Отечественные препараты были зарегистриро-
ваны не в соответствии с требованиями, предъявляемыми при 
регистрации к «биоаналоговым (биоподобным)» препаратам, в 











1 Миеластра Филграстим Раствор для в/в и п/к введения 
«Лэнс-Фарм» ООО, 
Россия ЛС-002703 29.12.2006
2 Нейпомакс® Филграстим Раствор для в/в и п/к введения
«Фармстандарт-Уфимский ви-
таминный завод» ОАО, Россия ЛСР-004332/07 28.11.2007
3 Граноген® Филграстим Раствор для в/в и п/к введения ООО «Фармапар», Россия ЛСР-010390/08 23.12.2008
4 Нейтростим® Филграстим Раствор для в/в и п/к введения
«Вектор ВБ» ГНЦ ФГУН 
Роспотребнад-зора, Россия ЛСР-010185/08 15.12.2008
5 Лейкостим® Филграстим Раствор для в/в и п/к введения
ЗАО «Биокад»,
Россия ЛС-002011 15.06.2009











1 Лейцита Филграстим Раствор для в/в и п/к введения АкВида ГмбХ, Германия ЛСР-001783/08 17.03.2008







3 Гранокрин Филграстим Раствор для п/к введения
«Харбинская Фарм.  Биоинж. 
корпорация Ко., Лтд.», Китай ЛСР-003499/09 2009
4 Филергим Филграстим Раствор для в/в и п/к введения
«Гедеон Рихтер» ОАО,
Венгрия ЛСР-002698/10 31.03.2010
5 Нейпоген® Филграстим Раствор для п/к введения
«Ф. Хоффманн-Ля Рош Лтд.»,
Швейцария П N011221/02 09.06.2010
6 Нейпоген® Филграстим Раствор для в/в и п/к введения
«Ф. Хоффманн-Ля Рош Лтд.»,
Швейцария П N011221/01 02.06.2010
7 Теваграстим Филграстим Раствор для в/в и п/к введения
«Тева Фармацевтические 
Предприятия Лтд.», Израиль;
Лемери С.А. де С.В.,Мексика
ЛСР-008796/10 26.08.2010
8 Иммуграст® Филграстим Раствор для в/в и п/к введения
«Д-р Редди`c Лабораторис 
Лтд.», Индия ЛП-000368 24.02.2011
9 Зарсио® Филграстим Раствор для в/в и п/к введения 
«Сандоз ГмбХ»,
Австрия ЛП-001302 29.11.2011
8связи с отсутствием в России нормативной базы, регламенти-
рующей подход к регистрации данной группы препаратов.
В таблице 3 указаны препараты рекомбинантного Г-КСФ, 
одобренные СНМР для клинического использования в стра-
нах ЕС – 3 препарата лицензированы как оригинальные и 6 
препаратов как «biosimilars» (в соответствии с положениями, 
изложенными в документе Article 10(4) of Directive 2001/83/
EC с поправками). Препараты филграстима, одобренные 
FDA, представлены в таблице 4. 
Оригинальные препараты, одобренные СНМР – Ней-
поген® (филграстим), Граноцит® (ленограстим), Неула-
ста® (пегфилграстим). Препараты, одобренные FDA – 
Нейпоген® (филграстим), Неуласта® (пегфилграстим) и 
Тбо-филграстим. Следует отметить, что пегилированные 
препараты филграстима успешно применяются в клинике, 
однако положения о биоаналоговых (биоподобных) препа-
ратах не касаются пегилированных препаратов и они при 
регистрации рассматриваются как оригинальные.
Лекарственные препараты филграстима выпускаются для 
внутривенного и подкожного введения. Показанием для на-
значения препаратов являются нейтропения после цитоток-
сической химиотерапии по поводу злокачественных заболе-
ваний или после миелоаблативной терапии с последующей 
трансплантацией костного мозга; мобилизация клеток пред-
шественников периферических клеток крови; тяжелая врож-
денная, циклическая или идиопатическая нейтропения; ней-
тропения, которая развилась на фоне ВИЧ-инфекции. 
Противопоказаниями к применению препарата Нейпоген® 
являются гиперчувствительность к компонентам препарата, 
тяжелая врожденная нейтропения с цитогенетическими на-
рушениями (синдром Костмана), использование препарата 
с целью повышения доз цитотоксических химиотерапевти-
ческих препаратов выше рекомендованных, одновременное 
применение с цитотоксической химио- и лучевой терапией.
При использовании в онкологии применение препаратов 
филграстима значительно снижает частоту, тяжесть и про-
должительность нейтропении и фебрильной нейтропении, 
уменьшает необходимость и длительность стационарного 
лечения у больных, получающих химиотерапию цитостати-
ками или миелоаблативную терапию [29, 31]. 
Антитела к рчГ-КСФ, синтезированному в культуре клеток 
E. сoli (филграстиму), при клиническом применении выраба-
тываются не часто, поэтому, согласно имеющемуся опыту, не 
оказывают существенного влияния на безопасность и эффек-
тивность препарата. Возможные факторы риска развития им-
мунного ответа, связанные с особенностями патологии и па-
циента, не известны. Однако присутствие высокомолекуляр-
ных примесей в препаратах филграстима, как и в любых дру-
гих биологических препаратах, повышает риск проявления 
потенциальной иммуногенности. В связи с этим особое вни-
мание должно быть уделено характеристике примесей при 
оценке качества препарата. Исследование иммуногенности 
является одним из важных разделов проведения доклиниче-
ских и клинических исследований биотехнологических пре-
паратов, включая проведение сравнительных исследований 
биоаналогового (биоподобного) и референтного (оригиналь-
ного) препаратов при доказательстве их подобия. 
3. особенности производства 
лекарственных препаратов г-ксф
Качество любого биологического препарата обеспечивает-
ся и гарантируется производственным процессом и контролем 
в процессе производства, организованным и охарактеризован-
ным в соответствии с требованиями GMP. В связи с этим, раз-
работка нового препарата филграстима должна включать вы-
бор системы экспрессии, обоснование этапов технологическо-
го процесса, установление критичных контрольных точек, обе-
спечение внутрипроизводственного контроля и контроля гото-
вого продукта, выбор состава вспомогательных веществ, вы-
бор адекватных высокочувствительных аналитических методов 
исследования, установление допустимых пределов оценивае-
мых показателей, разработку спецификаций и т.д. Качествен-
ный и количественный состав препарата должны быть подо-
браны в оптимальном соотношении, должен быть выбран пер-
вичный упаковочный материал, совместимый с компонентами 
лекарственного препарата, проведены исследования долго-
срочной стабильности. Результаты исследования стабильно-
сти должны подтвердить, что выбранный состав отвечает всем 
установленным требованиям, и качество конечного препарата 
соответствует установленным спецификациям. Требования к 
биотехнологическим препаратам изложены в отечественных и 
международных документах [33–38].
Вопросы производства и контроля при разработке биоа-
налогового (биоподобного) препарата решаются индивиду-
ально для каждого препарата, при этом следует учитывать ин-
формацию и современные научные достижения по разработ-
ке любого биотехнологического препарата, а также сведения, 
касающиеся конкретной группы препаратов, в частности пре-
паратов филграстима.
Необходимо учитывать, что процедуры, используемые 
на этапах технологического процесса, способны оказывать 
влияние на структуру белковой молекулы Г-КСФ, появле-
ние изоформ, а также качественное и количественное со-
держание родственных соединений и посторонних приме-
сей, связанных с производственным процессом. К приме-
Таблица 3. Препараты рекомбинантного Г-КСФ, одобренные СНМР для клинического применения в странах ЕС
Оригинальные препараты 
Препарат ИНН Дистрибьютор Производитель Клеточная линия
Neupogen® Filgrastim Amgen Amgen E. coli
Granocyte® Lenograstim Chugai Pharma Chugai Pharma CHO-Zellen
Neulasta® Pegfilgrastim Amgen Amgen E. coli
Биоподобные препараты
Препарат ИНН Дистрибьютор Производитель Клеточная линия Референтный препарат
Filgrastim
Hexal®
Filgrastim Hexal Sandoz E. coli Neupogen®
Zarzio® Filgrastim Sandoz Sandoz E. coli Neupogen®
Biograstim® Filgrastim Ct Arzneimittel SICOR Biotech E. coli Neupogen®
Filgrastim
ratiopharm®
Filgrastim Ratiopharm SICOR Biotech E. coli Neupogen®
Ratiograstim® Filgrastim Ratiopharm SICOR Biotech E. coli Neupogen®
Tevagrastim® Filgrastim Teva SICOR Biotech E. coli Neupogen®
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сям, связанным с процессом производства, относятся ком-
поненты клетки-хозяина и клетки-продуцента, эндотокси-
ны, компоненты культуральной среды, реагенты, исполь-
зуемые на этапах очистки целевого белка и др. Уровень их 
содержания в препарате Г-КСФ свидетельствует о степени 
его очистки в процессе производства. 
Производство препаратов филграстима, получаемых 
с применением метода рекомбинантной ДНК на основе ста-
бильно экспрессирующей конструкции, базируется на си-
стеме банков клеток, включающей Главный и Рабочий бан-
ки клеток. Результаты проведенных исследований должны 
подтвердить идентичность, чистоту, жизнеспособность и 
стабильность клеток при их использовании в процессе про-
изводства, а также генетическую стабильность экспресси-
рующей конструкции клетки-продуцента [37]. 
Этапы получения рекомбинантного метионилового 
Г-КСФ включают:
- культивирование штамма-продуцента E. сoli; 
- разрушение бактериальных клеток; 
- высвобождение и солюбилизацию телец, содержащих 
филграстим и выделение целевого белка;
- этапы фильтрации и стадии хроматографической 
очистки с целью освобождения филграстима от других за-
грязняющих белков и примесей и получения очищенного 
действующего вещества. 
С целью предупреждения контаминации посторонними 
агентами промежуточных продуктов и готового препарата 
и обеспечения вирусной безопасности должен оценивать-
ся источник реагентов и материалов, используемых в про-
цессе производства (в частности, содержание в них компо-
нентов человеческого или животного происхождения). Ис-
пользуемые в процессе производства материалы биоло-
гического происхождения должны быть охарактеризованы 
и должны соответствовать требованиям микробиологиче-
ской и вирусной безопасности [38].
В случае использования в процессе производства ма-
териалов биологического происхождения, таких как один 
или несколько компонентов культуральной среды, поли-
сорбат-80 или других, для обеспечения вирусной безопас-
ности в процесс производства включают дополнительные 
этапы обработки промежуточного продукта. Например, ин-
кубация продукта при рН ≤ 1,0 в течение не менее 6 ч, повы-
шение температуры до 1200С или другие способы, обеспе-
чивающие инактивацию потенциальной вирусной контами-
нации. Используемые способы инактивации (удаления) ви-
русных контаминантов не должны влиять на биологическую 
активность препарата.
Производство готовой лекарственной формы препа-
рата включает этап формулирования – смешивание действу-
ющего вещества с наполнителями (композиционный буфер и 
полисорбат-80) и корректировку рН; стерилизующую филь-
трацию; внесение препарата в предварительно стерилизо-
ванные шприцы или флаконы.
При разработке производственного процесса должна 
быть проведена оценка соответствия оборудования и ис-
пользуемых материалов, определены критические точки 
производства. Стабильность и надежность разработанного 
процесса должна быть подтверждена результатами вали-
дации процесса, позволяющего получать продукт, соответ-
ствующий установленным спецификациям ЕФ [39].
При разработке биоаналоговых (биоподобных) препара-
тов филгастима необходимо учитывать, что препарат дол-
жен выпускаться только в жидкой лекарственной форме, 
поскольку лиофилизированный филграстим после раство-
рения имеет тенденцию к образованию агрегатов. Особое 
внимание должно быть обращено на оптимальный выбор 
состава вспомогательных веществ. Состав биоаналогового 
(биоподобного) препарата может быть неидентичным со-
ставу референтного (оригинального) препарата.
Буферная система должна обеспечивать низкие значе-
ния рН, поскольку структура молекулы рчГ-КСФ в этих усло-
виях более стабильна. Оптимальные значения рН близки к 
4,0–4,3; более высокие – способствуют образованию агре-
гатов. В зарегистрированных препаратах филграстима бу-
ферная система, поддерживающая требуемые значения 
рН, создается использованием 10 мМ глутаматного буфера 
(рН доводят раствором натрия гидроксида до 3,8–4,4) или 
ацетатного буфера.
Для белковых препаратов, предназначенных для под-
кожного введения, стандартными вспомогательными ве-
ществами являются сорбитол и полисорбат-80. Сорбитол 
стабилизирует белок, способствуя поддержанию рекомби-
нантного белка филграстима в наиболее компактном и на-
тивном состоянии, предотвращает образование агрегатов, 
обеспечивает изотоничность раствора при концентрации 
50 мг/мл (плотность раствора около 1,017 г/мл). 
Важно отметить, что лекарственные препараты, содер-
жащие сорбитол, не могут быть использованы для паци-
ентов, имеющих врожденную непереносимость (отсут-
ствие толерантности) к фруктозе. Это должно быть указа-
но в инструкции по применению данных препаратов. 
Полисорбат-80 защищает рекомбинантный белок фил-
грастима от адсорбции на поверхностях первичной упаков-
ки и агрегирования при механических стрессах. Оптималь-
ная концентрация полисорбата-80 в препаратах филграсти-
ма составляет от 0,004 до 0,006%. Результаты исследований 
с помощью ОФ-ВЭЖХ показали, что повышение содержания 
в препарате полисорбата-80 сопровождается увеличением 
содержания окисленных форм филграстима. При исследо-
вании методом электрофореза (SDS-PAAG) установлено, что 
при увеличении в препарате содержания полисорбата-80 
до 0,01% и хранении его в течение двух лет при температу-
ре 40С, наблюдается образование агрегатов, сопровождаю-
щееся снижением содержания мономера филграстима. Уве-
личение содержания агрегатов и снижение мономера отме-
чено и при стрессовых условиях хранения (40 ± 20С) (рис. 5).
Лекарственный препарат филграстима выпускают в виде 
раствора для инъекций (инфузий) в стеклянных шприцах 
одноразового использования (Нейпоген® – во флаконах).
Стекло шприца и резиновые пробки поршня могут быть 
обработаны силиконовым маслом или покрыты флуороте-
ком (Fluorotec®). Указанные вещества минимально влияют на 
химические и физические свойства компонентов препара-
та филграстима. Обработка стекла шприца и пробки порш-
ня препятствует отрицательному влиянию взаимодействия 
компонентов препарата с материалом первичной упаковки, 
что может сопровождаться адсорбцией белка действующе-
го вещества, формированием агрегатов и другими нежела-
тельными явлениями в процессе хранения препарата. 
В составе вспомогательных веществ или при разве-
дении препарата филграстим должно быть исключено 
Таблица 4. Препараты филграстима, одобренные FDA





использование хлорида натрия, так как данный компонент 
может индуцировать гидрофобные взаимодействия, спо-
собствуя формированию агрегатов. 
Качество стекла шприцов должно соответствовать ги-
дролитическому классу I (ЕФ). Состав каучука, из которого 
сделано устройство для защиты иглы и пробка поршня, ка-
чество наполнителей и реагентов, используемых для обра-
ботки материала первичной упаковки, должно соответство-
вать требованиям ЕФ.
Оценку совместимости действующего вещества со вспо-
могательными веществами, совместимости раствора лекар-
ственного препарата с материалом первичной упаковки и ста-
бильности состава препарата проводят в процессе его хра-
нения в ускоренных (при температуре 25 ± 2°C) и стрессовых 
условиях (40 ± 2°C) (согласно рекомендациям ICH) [40, 41 ].
Определяемые параметры – степень окисления, образо-
вание агрегатов, стабильность заряженных изоформ, степень 
абсорбции активного вещества к стенкам контейнера и др.
Исследования стабильности должны включать также оцен-
ку стабильности препаратов филграстима при условиях его 
клинического применения. Для приготовления раствора для 
инфузий препараты филграстима разводят 5% раствором 
декстрозы до концентрации не менее 5 мкг/мл, при разведе-
нии до 15 мкг/мл и ниже – добавляют альбумин (2 мг/мл). 
Результаты исследования стабильности должны под-
твердить, что при указанных условиях разведения компо-
ненты препарата совместимы со стеклом и пластмассой 
системы для инфузий (поливинилхлоридом, полипропиле-
ном и полиолефином – сополимер полипропилена и поли-
этилена или др.).
4. исследования по доказательству 
сходства/подобия физико-химических и 
биологических свойств разработанного 
биоаналогового (биоподобного) и референтного 
(оригинального) препаратов г-ксф
Основополагающие принципы разработки и порядок реги-
страции биоаналоговых (биоподобных) лекарственных пре-
паратов, полученных с использованием методов биотехно-
логии и генной инженерии, изложены в соответствующих от-
ечественных и международных документах [33, 42, 43]. Кроме 
того, ЕМА разработаны требования к проведению доклиниче-
ских и клинических исследований отдельных 9 групп биоана-
логовых (биоподобных) лекарственных препаратов – филгра-
стим, эритропоэтин, интерферон альфа и интерферон бета, 
соматотропин, фолликулостимулирующий гормон, инсулин, 
гепарин, моноклональные антитела. Также разработан доку-
мент по оценке качества биоаналоговых (биоподобных) био-
технологических лекарственных препаратов [44]. 
Согласно рекомендациям данных документов, для того 
чтобы препарат рчГ-КСФ был зарегистрирован как биоана-
логовый (биоподобный), должны быть проведены сравни-
тельные исследования по доказательству подобия (сход-
ства) разработанного и референтного (оригинального) пре-
паратов, начиная с этапа оценки качества действующего 
вещества и готовой лекарственной формы. Объем после-
дующих сравнительных исследований на доклиническом и 
(или) клиническом этапах может быть сокращен при усло-
вии высокой степени сходства (подобия) исследуемых пре-
паратов. Разработанный препарат может быть рассмотрен 
как биоподобный оригинальному препарату при условии 
доказательства его подобия (сходства) на всех этапах срав-
нительных исследований. В случае выявления различий, 
должны быть представлены обоснования и доказательства, 
что они не имеют клинической значимости, т.е. не влияют на 
профиль безопасности и эффективности [45].   
Препаратом сравнения для препаратов филграстима, как 
правило, является оригинальный препарат Нейпоген®, кото-
рый был зарегистрирован на основании полного досье (т.е. 
представления для регистрации результатов доклинических 
и клинических исследований, выполненных в полном объеме) 
и который имеет значительный положительный опыт клини-
ческого применения. В сравнительных исследованиях долж-
но быть использовано несколько серий референтного (ориги-
нального) препарата с учетом сроков с момента его выпуска.
Исследования поэтапного доказательства подобия начи-
нают с оценки качества препаратов. Условно исследования 
качества биоаналогового (биоподобного) препарата рчГ-КСФ 
можно разделить на два этапа. Разрабатываемый препарат 
должен, прежде всего, соответствовать общим требованиям, 
предъявляемым к биотехнологическим препаратам. В част-
ности, должно быть проведено определение содержания по-
сторонних примесей, связанных с процессом производства – 
остаточное содержание белка клетки-хозяина; содержание 
ДНК клетки-продуцента; компонентов культуральной среды; 
реагентов, используемых в процессе производства и др. Так-
же должна быть проведена оценка качества биоаналогового 
(биоподобного) препарата в объеме, установленном для ре-
ферентного (оригинального) препарата Г-КСФ, и определе-
но соответствие исследуемых показателей установленным 
спецификациям (требования ЕФ) (табл. 5).
Основной целью сравнительного этапа исследований яв-
ляется доказательство сходства (подобия) разработанного 
препарата с оригинальным, а также выявление потенциаль-
ных различий между исследуемыми препаратами. Сравни-
тельные исследования должны быть проведены с использо-
ванием широкого набора современных аналитических ме-
тодов. Выбор спектра аналитических методик определя-
ется их специфичностью и чувствительностью, позволяю-
щих выявить различия между исследуемыми препаратами. 
Оптимальным является использование для оценки каждого 
показателя методик, основывающихся на разных принци-
пах, что позволяет получить взаимодополняющую инфор-
мацию по оцениваемому параметру. 
рис. 5. оценка стабильности 3 серий препарата филграстима в 
стрессовых условиях (при 400с) при повышенном содержании  по-
лисорбата-80 (0,008 %); HMW – агрегаты, monomer – мономеры.
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Исследования включают оценку сходства (подобия) струк-
турных характеристик, физико-химических и биологических 
свойств, профилей чистоты, содержания родственных сое-
динений и посторонних примесей, профилей стабильности 
препаратов в ускоренных и стрессовых условиях хранения. 
Физико-химические свойства должны оцениваться с ис-
пользованием комбинации различных аналитических ме-
тодов. Следует оценивать не только первичную структуру 
белка, но и определить правильность его конформации, т.е. 
структуры белка более высокого порядка (вторичную, тре-
тичную, четвертичную). Должны быть охарактеризованы 
дисульфидные связи, проведена оценка вариабельности 
N-конца аминокислотной последовательности, определена 
молекулярная масса исследуемых белков. 
Профили чистоты, состав и содержание примесей оце-
нивают как качественно, так и количественно с помощью 
различных аналитических методов. 
Биологические свойства оценивают с использованием ме-
тодов в условиях in vitro и в экспериментах in vivo на животных.
Для доказательства сходства (подобия) действующего 
вещества разработанного и референтного (оригинально-
го) препаратов Г-КСФ при проведении сравнительных ис-
следований оценивают следующие параметры с использо-
ванием ряда аналитических методик, которые должны быть 
валидированы [46–48].  
Характеристика белка/Физико-химические свойства:
- Определение молекулярной массы (м.м.).
- Оценка первичной структуры – определение амино-
кислотного состава и аминокислотной последовательности 
(например, пептидное картирование и идентифицирова-
ние пептидных фрагментов с помощью различных масс-
спектрометрических методов и их комбинаций; возможно 
использование взаимодополняющих ферментативных или 
химических методов расщепления).       
- Оценка структур более высокого порядка: 
- круговой дихроизм (КД);
- спектроскопия в инфракрасной области с использова-
нием преобразования Фурье (ПФ-ИК);
- аналитическое ультрацентрифугирование; 
- флуоресцентные методы (флуоресцентный эмиссион-
ный спектральный анализ);
- дифференциальная сканирующая калориметрия;
- аналитическое ультрацентрифугирование; 
- рентгеновская кристаллография; 
- ядерно-магнитная резонансная (ЯМР) спектроскопия;
- масс-спектрометрия (МС).
- Подлинность:
- обращенно-фазовая ВЭЖХ (ОФ-ВЖЭХ); 
- электрофорез в ПААГ с SDS в восстанавливающих и не-
восстанавливающих условиях (распределение по молеку-
лярной массе, выявление родственных соединений и по-
сторонних примесей, м.м. которых отличается от м.м. фил-
грастима);
- эксклюзионная хроматография (SEC-HPLC) (выявление 
родственных соединений и примесей с м.м. большей, чем у 
филграстима);
- N-концевое секвенирование; 
- пептидное картирование; 
- изоэлектрическое фокусирование (выявление род-
ственных соединений и посторонних примесей, отличаю-
щихся по заряду);






- эксклюзионная хроматография (SEC-HPLC) (Гель-
фильтрационная ВЭЖХ). 
- Чистота (определение содержания мономера и род-
ственных соединений, окисленных форм, деамидирован-
ных форм, димеров, агрегатов);
- ОФ-ВЖЭХ (содержание мономера, окисленных форм);
– электрофорез в ПААГ с SDS в восстанавливающих и не-
восстанавливающих условиях (выявление родственных со-
единений и посторонних примесей, м.м. которых отличает-
ся от м.м. филграстима);
- эксклюзионная хроматография (SEC-HPLC);
- гель-фильтрационная ВЭЖХ (содержание димеров, 
агрегатов);
- изоэлектрическое фокусирование (IEF) (выявление род-
ственных соединений и примесей, отличающихся по заряду);
- ионообменная ВЭЖХ (ИО-ВЭЖХ) (содержание мономеров, 
димеров, деамидированных форм, заряженных изомеров).
- Примеси, связанные с процессом производства:
- белки клетки-хозяина – ИФА;
- ДНК клетки-продуцента – полимеразная цепная реак-
ция (ПЦР); 
- бактериальные эндотоксины – LAL-тест;
- содержание реагентов, используемых на этапах произ-
водства. 
- Биологическая активность (методы in vitro и in vivo):
- метод in vitro на культуре клеток линии NFS-60 (клетки 
миелоидного лейкоза мыши) с оценкой уровня их пролифе-
рации под влиянием препарата; 
- метод in vivo на мышах с индуцированной нейтропени-
ей или на здоровых грызунах с оценкой степени стимуляция 
гранулопоэза под влиянием препарата. 
- Связывание с рецептором (специфичность и аф-
финность связывания):
- метод поверхностного плазмонного резонанса (обра-
зовавшийся комплекс может быть проанализирован с по-
мощью масс-спектрометрии);
- радиоизотопный метод. 
Спектр используемых методик может различаться в за-
висимости от их доступности для производителя, особенно-
стей препарата и технологии его изготовления. 
Для характеристики оцениваемых показателей могут быть 
использованы и другие, не указанные методики, по мере их 
разработки на основе научного прогресса. 
При анализе результатов сравнительных исследований 
и доказательстве подобия (сходства) физико-химических 
свойств биоаналогового (биоподобного) и референтного 
(оригинального) препаратов Г-КСФ допустимые пределы 
оцениваемых показателей не должны быть шире, чем диа-
пазон вариабельности результатов исследования несколь-
ких серий оригинального препарата, при условии, что от-
сутствует другое обоснование. При этом допустимые пре-
делы оцениваемых показателей, устанавливаются отдель-
но от тех, которые указаны в ФС, вводятся в спецификацию 
при выпуске препарата и устанавливаются в соответствии с 
рекомендациями ICH Q6B [49].
При выявлении значимых различий между сравниваемыми 
препаратами по показателям качества они должны быть кри-
тически оценены при проведении и анализе результатов по-
следующих доклинических и (или) клинических исследований.
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Препарат не может рассматриваться как биоаналоговый 
(биоподобный) в случае установления значительных разли-
чий, которые имеют клиническую значимость, т.е. оказыва-
ют влияние на показатели безопасности и/или эффектив-
ности его применения. 
Данные по оценке сопоставимости препаратов, получен-
ных при изменении процесса производства, рассматрива-
ются отдельно от сравнительных исследований по доказа-
тельству подобия разработанного и референтного препа-
ратов. Исследования по сопоставимости препаратов про-
водят в соответствии с рекомендациями, изложенными 
в отечественных и зарубежных документах [32, 50–52]. В 
сравнительных исследованиях разрабатываемого препара-
та желательно использование препарата, изготовленного в 
соответствии с конечным производственным процессом и 
установленными показателями качества.
5. оценка стабильности разработанного 
биоаналогового (биоподобного) и 
оригинального препаратов рчг-ксф
Срок годности вновь разработанного препарата рчГ-
КСФ должен быть установлен в процессе оценки его ста-
бильности в условиях реального времени.
При этом демонстрация сходства (подобия) разработан-
ного и референтного (оригинального) препаратов включает 
сравнительные исследования по оценке стабильности пре-
паратов в ускоренных (25 ± 2°C) и стрессовых (40 ± 2°C) усло-
виях хранения (согласно рекомендациям ICH) [40, 41]. В про-
цессе ускоренного хранения препаратов рчГ-КСФ и в стрес-
совых условиях хранения возможно формирование диме-
ров, высокомолекулярных соединений и изменение других 
оцениваемых показателей качества. Сравнение препаратов 
в процессе хранения в указанных условиях позволяет оце-
нить сходство (подобие) профилей деградации разработан-
ного и оригинального препаратов рекомбинантного Г-КСФ. 
Кроме традиционных исследований стабильности, при 
изучение качества препаратов рчГ-КСФ необходимо изу-
чении фотостабильности, так как действующее вещество 
препарата относится к фотолабильным веществам. Лекар-
ственный препарат филграстима должен храниться в усло-
виях, защищенных от света. 
Заключение
Таким образом, при разработке биоаналогового (биопо-
добного) препарата основное внимание, прежде всего, долж-
но быть уделено вопросам процесса производства, начиная 
от подбора системы экспрессии, состава препарата, мето-
дов выделения и очистки рекомбинантного белка, посколь-
ку качество биотехнологических препаратов определяет-
ся процессом производства. Рекомбинантный белок должен 
быть охарактеризован по показателям, спектр которых дол-
жен быть шире, чем оцениваемые показатели референтного 
препарата, включенные в спецификацию субстанции или ле-
карственного препарата. Для доказательства подобия (сход-
ства) разрабатываемого препарата должны быть проведены 
сравнительные исследования с использованием широкого 
набора современных разнонаправленных аналитических ме-
тодов исследования, позволяющих выявить различия между 
исследуемыми препаратами. Сравнительные исследования 
проводят на уровне действующего вещества и лекарствен-
ного препарата. Препаратом сравнения, как правило, явля-
ется оригинальный препарат Нейпоген®. В ряде аналити-
ческих методик дополнительно используют также стандарт-
ный образец ВОЗ – международный стандарт рчГ-КСФ NIBSС 
Таблица. 5. Спецификации по ФС «Филграстим, раствор концентрированный»
Показатель Метод Норма
Подлинность А. Метод ОФ-ВЭЖХ, биологический метод 
in vivo, биологический метод in vitro с ис-
пользованием клеточной культуры  
Б. Изофокусирование 
(раздел «Примеси с зарядом, отличным 
от филграстима») 
В. Эксклюзионная хроматография (раз-
дел «Примеси с м.м. большей, чем м.м. 
филграстима»)
Г. Электрофорез в полиакриламидном 
геле (раздел «Примеси с м.м., отличаю-
щейся от м.м. филграстима»)
Д. Пептидное картирование 
Селективный гидролиз пептидных связей
Соответствуют результатам 
со стандартным раствором
Основная полоса на электрофореграмме испытуемого раствора 
должна соответствовать положению основной полосы стандарт-
ного раствора 
Основной пик на хроматограмме испытуемого раствора по време-
ни удержания должен соответствовать основному пику на хрома-
тограмме стандартного  раствора
Основная полоса на электрофореграмме испытуемого раствора 
должна соответствовать положению основной полосы на электро-
фореграмме стандартного  раствора
Хроматографический профиль испытуемого  раствора должен со-
ответствовать хроматографическому профилю стандартного  рас-
твора
рН Потенциометрический От 3,8 до 4,2
Чистота
- примеси с молекулярной 
массой большей, чем молеку-
лярная масса филграстима
- примеси с молекулярной 
массой, отличающейся от фил-
грастима
- примеси с зарядом, отличаю-
щимся от филграстима
- родственные белки
А. ВЭЖХ («Эксклюзионная хроматогра-
фия»)
Б. Электрофорез в ПААГ с SDS
В. Изоэлектрическое фокусирование
ВЭЖХ
Сумма пиков со временем удерживания меньшим, чем у основно-
го пика, 
не более 2%
На электрофореграмме испытуемого раствора  не должны выяв-
ляться полосы с более интенсивным окрашиванием, чем основная 
полоса испытуемого раствора (2 %)
Интенсивность полос всех примесей на электрофореграмме испы-
туемого раствора  не должна превышать интенсивность основной 
полосы на электрофореграмме стандартного раствора (10%)
Любая примесь: каждая примесь – не более 2%
- общее содержание примесей: не более 3,5%
Количественное определение
- белок ВЭЖХ Не менее 0,9 мг/мл
Специфическая активность Биологический метод на культуре клеток 
(in vitro) 
Не менее 1,0 ×108 МЕ/1 мг белка
Бактериальные эндотоксины LAL-тест Не более 2,0 ЕЭ/мг филграстима 
Примечание. Эмпирическая формула: С845 H1339 N223 О243 S9; 
                        Молекулярная масса: 18799 Да.
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(код 09/136). Сравнительные исследования включают оцен-
ку состава, физико-химических свойств, первичной структу-
ры белка и структур более высокого порядка, чистоты, нали-
чия родственных соединений и посторонних примесей, свя-
занных с процессом, биологической активности. Допустимые 
пределы оцениваемых показателей не должны быть шире, 
чем диапазон вариабельности результатов оригинального 
препарата (если нет иного обоснования). При выявлении зна-
чительных различий в показателях качества разработанного 
препарата рчГ-КСФ, которые могут воздействовать на пока-
затели его безопасности и/или эффективности, препарат не 
может рассматриваться как биоаналоговый (биоподобный).
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